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柑橘 大 实 蝇 滞 育 和 非 滞 育 肾 体 内 海藻 糖 含量 的 调控 
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摘要 :【 目的 】 通 过 比较 柑橘 大 实 晶 Bactrocera minax 肾 滞 育 期 与 滞 育 前 和 滞 育 后 以 及 滞 育 肾 与 非 
灌 育 肾 体 内 海 汪 糖 和 葡萄 糖 含量 的 变化 、 海 汪 糖 合成 代谢 途径 中 关键 酶 的 活力 交 化 以 及 关键 酶 基 
因 的 表达 量变 化 ,明确 肾 滞 育 期 间 海 沫 糖 合成 代谢 途径 中 关键 酶 对 海 沫 粮 含 量 的 调控 。[【 方 法 ] 利 
用 分 光 光 度 法 检测 柑橘 大 实 蝇 滞 育 前 (1 日 龄 肾 )、 滞 育 期 (30, 60 和 90 FBS SR) VA Rie A JG (120 
和 150 H pA) 肾 体 内 海棠 糖 与 葡萄 糖 含 量 的 变化 ,以 及 海 滞 糖 合成 代谢 途径 中 的 海 演 糖 -6- 磷 酸 
合成 酶 (TPS) 、 海 汪 糖 -6- 磷 酸 磷 酸 酯 酶 (TPP) Fo it HEHE (Tre) 活力 的 变化 ;利用 实时 定量 荧光 
PCR (qPCR) #3] TPS, TPPB, TPPC-1, TPPC-2 和 Tre-l RA RASH EL, 1 OMAN EH 
20-74 J& Bt KB (20E) 作为 处 理 ( 以 注射 10% 乙醇 为 对 照 ) ,分 别 于 注射 后 1 Fe 30 d 比较 处 理 组 与 
对 照 组 肾 体 内 海藻 糖 与 葡萄 糖 含量 关键 酶 活力 以 及 上 述 基因 表达 量 的 差异 。 【结果 】 柑 橘 大 实 量 
肾 进 入 滞 育 后 , 海 汪 糖 含量 显著 升 高 , 葡萄糖 含量 无 显著 变化 ;TPS 和 TPP 的 酶 活力 以 及 TPS, 
TPPC-1 和 TPPC-2 表达 量 在 化 肾 后 逐渐 升 高 ,于 滞 育 期 达到 最 高 水 平 , 维 持 至 羽化 前 显著 下 降 ; 
TPPB 表达 量 在 整个 肾 期 无 显著 差异 ;Tire 酶 活力 以 及 Tre-1 Rk EHME AHAA, TAPER 
达到 最 高 水 平 , 随 后 显著 下 降 ,羽化 前 再 次 显著 上 升 。 注 射 20E 后 1 d, 与 对 照 组 相 比 ,处 理 组 肾 体 
内 海藻 糖 与 葡萄 糖 含量 ,关键 酶 (TPS，TPP 和 Tre) 活 力 以 及 TPS, TPPC-2 和 Tre-l 表达 量 无 显著 
变化 ,TPPB 表达 量 显 著 下 降 ,TPPC-1 表达 量 显著 上 升 ;注射 后 30 d, 与 对 照 组 滞 育 肾 相 比 , 处 理 组 
非 滞 育 晴 海藻 糖 含量 显著 上 升 , 葡 萄 糖 含 量 .TPS 和 Tre HIS H TPS 和 Tre-1 表达 量 显著 下 降 ,TPP 
酶 活力 以 及 TPPB 和 TPPC-2 表达 量 无 显著 差异 。【 结 论 】] MGA TMAKA ARE STES mR 
代谢 途径 中 关键 酶 的 调控 下 , 随 着 沿 育 状态 发 生变 化 ,表明 海 莹 糖 与 滞 育 之 间 存 在 密切 的 关系 ,但 
其 作用 机 理 仍 待 进一步 研究 。 

关键 词 : MGA RH; HA; AR; ARBORS; 海 汪 糖 -6- 磷 酸 磷酸 酯 酶 ; 海藻 糖 酶 ; 
20-72% Bt KAA 
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Regulation of the trehalose content in diapausing and non-diapausing 


pupae of the Chinese citrus fly, Bactrocera minax (Diptera: Tephritidae) 
WANG Jia, FAN Huan, XIONG Ke-Cai, LIU Ying-Hong* ( College of Plant Protection, Southwest 
University, Chongqing 400716, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to compare the contents of trehalose and glucose, the activities of key 
enzymes in trehalose biosynthesis and catabolism pathway, and the expression levels of genes encoding 
these key enzymes among pupae at pre-diapause, diapause, and post-diapause stages, and between 
diapausing and non-diapausing pupae of the Chinese citrus fly, Bactrocera minax. [ Methods] The 


contents of trehalose and glucose, and the activities of trehalose-6-phosphate synthase (TPS) , trehalose- 
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6-phosphate phosphatase (TPP), and trehalase (Tre) in B. minax pupae in pupae at the pre-diapause 
stage (1 d-old pupae) , diapause stage (30, 60 and 90 d-old pupae) , and post-diapause stage (120 and 
150 d-old pupae) were compared using spectrophotometry, and the expression levels of TPS, TPPB, 
TPPC-1, TPPC-2, and Tre-1 were determined using quantitative real-time PCR (qPCR). In addition, 
the neonate pupae were injected with 20-hydroxyecdysone (20E) as the treatment (injected with 10% 
ethanol as the control) , and the contents of trehalose and glucose, the activities of key enzymes and the 
expression levels of the above genes at 1 and 30 d after injection were compared between the treatment 
and control groups. [Results] When B. minax pupae entered diapause, their trehalose content 
significantly increased, while their glucose content changed marginally as compared with those of pre- and 
post-diapause stages. The TPS and TPP activities and the expression levels of TPS, TPPC-1 and TPPC- 
2 increased gradually after pupation and reached the highest level during the diapause stage, then 
significantly decreased before adult emergence. The expression level of TPPB did not change significantly 
throughout the pupal stage. The Tre activity and the expression level of Tre-1 gradually increased after 
pupation and reached the highest level at the early diapause stage, then significantly decreased, followed 
by a significant increase before adult emergence. At 1 d after 20E injection, in pupae of the treatment 
group the contents of trehalose and glucose, the activities of TPS, TPP and Tre, and the expression levels 
of TPS, TPPC-2 and Tre-1 only changed slightly, while the expression level of TPPB significantly 
decreased and that of TPPC-1 significantly increased as compared to the control group. At 30 d after 
injection, in non-diapausing pupae of the treatment group the trehalose content increased significantly , 
the glucose content, the TPS and Tre activities, and the expression levels of TPS and Tre-1 significantly 
decreased, while the TPP activity, and the expression levels of TPPB and TPPC-2 did not change 
significantly as compared to those in diapausing pupae of the control group. [Conclusion] The trehalose 
content in B. minax pupae varies with diapause status under the regulation of key enzymes in trehalose 
biosynthesis and catabolism pathway, displaying the close relationship between trehalose and diapause. 
The underlying mechanisms, however, need further investigation. 

Key words; Bactrocera minax; diapause; trehalose; trehalose-6-phosphate synthase; trehalose-6- 


phosphate phosphatase ; trehalase ; 20-hydroxyecdysone 
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AAA SE Bactrocera minax 是 一 种 重要 的 柑 
橘 害 虫 , 以 幼虫 在 柑橘 果实 内 取 食 危害 ,近年 来 已 对 
柑橘 产业 造成 了 巨大 损失 ,因此 逐渐 受到 人 们 的 重 
视 (Allwood et al., 1999; Dorji et al., 2006; Drew et 
al., 2006) . HHA — AEE EE , DA I AS TE ER 
中 越冬 , 晴 期 可 长 达 6 AH , EMEA AS o AE 
多 一 化 性 昆虫 一 样 ,柑橘 大 实 晶 的 师 清 育 类 型 为 专 
HEB ,在 每 一 代 的 师 期 定期 发 生 , 且 不 需要 接受 任 
何 外 界 因子 的 诱导 ( Denlinger, 2002) 。 前 期 通过 监 
测 整 个 肾 期 的 呼吸 速率 ,明确 了 柑橘 大 实 蝇 化 肾 约 
一 个 月 后 进入 滞 育 状态 ,持续 大 约 两 个 月 后 解除 沾 
育 并 恢复 发 育 ,直至 成 虫 羽 化 (Wang et al., 2017), 
鉴于 沾 育 在 协调 昆虫 与 环境 之 间 的 关系 中 具有 重要 
作用 ,近年 来 对 柑橘 大 实 晶 滞 育 的 调控 与 机 理 研 究 
已 逐渐 展开 ( Dong et al., 2013, 2014; Wang et al., 
2014b, 2016, 2017) 。 在 前 期 研究 中 ,我 们 对 不 同 





























































































































发 育 阶段 的 晴 进 行 代谢 谱 分 析 , 发 现 海藻 糖 浓度 在 
沛 育 期 间 显著 上 升 ( Wang et al., 2017) ,表明 在 柑橘 
大 实 刚 肾 期 滞 育 过 程 中 ,海藻 糖 可 能 发 挥 重要 作用 。 

海藻 糖 是 一 种 非 还 原 性 的 双 糖 ,广泛 分 布 于 除 
哺乳 动物 外 的 多 个 物种 中 ( Elbein et al., 2003 ) 。 在 
生物 体内 ,海藻 糖 既 能 作为 能 量 来 源 物质 ,也 能 协助 
细胞 抵御 多 种 环境 胁迫 ,如 干燥 、 脱 水 、 低 温 及 氧化 
等 ,尤其 是 作为 “血糖 "在 昆虫 体内 发 挥 至 关 重 要 的 
作用 (Crowe et al., 1984; Wegener, 1996; Fields et 
al., 1998; Benaroudj et al., 2001; Thompson, 2003; 
Jain and Roy, 2009) , 2 HH EAE Wy RHE AY A RIR 
RA 5 种 ,最 主要 的 是 TPS/TPP 途径 ,该 途径 涉及 
whe H-6O-BE 酸 合 成 酶 (tehalose-6-phosphate 
synthase, TPS) 和 海藻 糖 -6- 磅 酸 磷酸 酯 酶 (trehalose- 
TPP ) 这 两 种 关键 酶 
(Thompson, 2003; Guo et al., 2015; Shukla et al., 


















































6-phosphate phosphatase , 
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2015; Tang et al.，2018) 。 尿 并 二 磷酸 葡萄 糖 与 6- 
磷酸 葡萄 糖 在 TPS 的 催化 作用 下 合成 6-0 MRY E 
糖 ,然后 在 TPP 的 催化 作用 下 发 生 去 磷酸 化 生成 海 
藻 糖 。 这 个 合成 途径 在 大 多 数 生 物体 内 都 有 报道 ， 
包括 酵母 植物 及 昆虫 ,是 昆虫 体内 海藻 糖 合成 的 最 
主要 途径 (Thompson, 2003). Y $k W4 Mi (trehalase, 
Tre) 是 昆虫 体内 唯一 可 以 降解 海 菠 糖 的 酶 类 ,能 将 
一 分 子 海藻 糖分 解 成 为 两 分 子 和 葡萄 糖 ,再 进一步 通 






































1 材料 与 方法 


1.1 ARER 

HARKER F 2016 年 10 AR A PER 
TREH — fet bel 1. 29°344"N , 107°546'E) ,并 带 回 
实验 室 ,放置 于 室外 自然 环境 中 ,使 幼虫 继续 取 食 受 
害 果 。2016 年 10 月 31 日 ,将 受害 果 逐 一 剖 开 , 取 









































过 粮 酵 解 为 昆虫 提供 能 量 ,或 者 作为 起 始 物 质 用 于 
几 丁 质 的 合成 (Chen et al., 2010; Shukla et al., 
2015; Xiong et al., 2016; Zhao et al., 2016; Yang et 
al., 2017) 。 昆 虫 海棠 糖 酶 分 为 可 溶 型 (Tre-1 ) FUR 
结合 型 ( Tre-2 ) 两 种 类 型 ,目前 已 从 多 种 昆虫 中 鉴定 
并 克隆 出 编码 两 种 海藻 糖 酶 的 基因 ,两 者 可 能 参与 
到 不 同 的 生理 途径 中 (Takiguchi et al., 1992; Tang 
et al., 2008; Tatun et al., 2008; Gu et al., 2009; 
Chen et al., 2010; Ge et al., 2011; Forcella et al., 
2012; Xie et al., 2013; Wang et al., 2014a; Zhao et 
al., 2016) 。 在 柑橘 大 实 晶 中 ,已 从 前 期 获得 的 转录 
组 中 筛选 出 工 条 TPS 基因 .3 条 TPP 基因 ( 7PPB， 
TPPC-1 和 TPPC-2) WK 1 条 Tre 基因 (7Tre-l) 
(Wang et al., 2016), 

昆虫 体内 的 海藻 糖 浓度 在 不 同 条 件 下 受到 激 
素 合成 代谢 酶 等 因子 的 调控 而 呈现 动态 变化 的 过 
程 。 在 滞 育 状态 下 ,多 种 昆虫 体内 的 海藻 糖 浓度 都 
i EFt+ (Nomura and Ishikawa, 2001; Singtripop et 
al., 2002; Xu et al., 2009; Rozsypal et al., 2013; 
Guo et al., 2015; Khanmohamadi et al., 2016) , nyf 
育 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 体内 的 海藻 糖 浓 度 显 
著 高 于 非 滞 育 棉铃 虫 (Xu et al., 2009 ) 。 海 藻 糖 在 
滞 育 昆虫 体内 的 积累 ,可 能 参与 昆虫 在 滞 育 期 间 对 
环境 胁迫 的 抵御 。 

目前 对 柑橘 大 实 蝇 在 不 同 状态 下 体内 海藻 糖 含 
量变 化 以 及 海藻 糖 合成 代谢 途径 中 的 关键 酶 研究 其 
少 。 本 研究 在 前 期 研究 基础 上 ,首先 比较 肾 浪 育 期 
体内 海藻 糖 和 葡萄 糖 含量 ,关键 酶 TPS, TPP Fil Tre 
活力 ,以 及 TPS, TPPB, TPPC-1, TPPC-2 和 Tre-1 
ARA ee Sy Hit AP BW A Hit A Je BY 2 re; BE Jia OT 
1 HAIE SY 20-7% HE WE SZ HA] ( 20-hydroxyecdysone , 
20E) Liat Se tir B AY ACHE , tar WU eh E E ae He 
量 、 酶 活力 以 及 基因 表达 量 的 有 影响。 研究 旨 在 明确 
柑橘 大 实 晶 淖 育 期 间 对 海藻 糖 的 调控 ,为 后 续 深 入 
研究 海 汇 糖 在 沾 育 中 的 功能 和 作用 英 定 基础 。 


































































































出 柑橘 大 实 晶 老 熟 幼虫 ,放置 于 沙土 上 使 其 自然 人 
土 化 晴 。 试 验 中 所 使 用 的 师 全 都 埋 于 沙土 中 ,并 放 
置 于 室外 自然 环境 温度 下 ,试验 期 间 的 日 平均 温度 
为 127 ,温度 变化 范围 为 3 ~ 28°C (数据 来 源 于 中 国 
气象 数据 网 : http: // data. cma. cn)。 每 3 d 向 沙土 
中 顺水 ,使 土壤 湿度 保持 在 适宜 肾 存 活 的 40% ~ 
70% 之 间 , 直 至 成 虫 羽 化 。 
1.2 样品 准备 

根据 前 期 已 明确 的 柑橘 大 实 晶 沛 育 起 始 与 终止 
时 间 (Wang et al., 2017) ,依次 收集 处 于 浦 育 前 (1 
日 龄 ) 滞 育 期 (30, 60 和 90 日 龄 ) 以 及 滞 育 后 (120 
和 150 HER) ASH, 于 液 氮 中 保存 备用 。 每 次 收集 
前 时 , 均 按 Wang 等 (2017 ) 描述 的 方法 ,对 肾 的 呼吸 
速率 进行 检测 ,以 确认 样品 所 处 的 状态 。 样 品 分 析 
前 ,将 肾 置 于 研 钵 内 ,加 入 液 氮 充分 研磨 ,每 个 时 间 
点 设置 生物 学 重复 3 次 ,每 个 重复 10 头 师 。 随 后 将 
样品 粉末 用 于 检测 海藻 糖 与 和 葡萄糖 含量 .关键 酶 活 
力 以 及 相关 基因 表达 量 。 
1.3 ” 肾 期 海藻 糖 与 葡萄 糖 含量 的 测定 

分 别 从 1.2 节制 备 的 柑橘 大 实 蝇 每 个 样品 重复 
中 取 100 mg 样品 粉末 ,使 用 海藻 糖 含量 检测 试剂 盒 
与 葡萄 糖 含量 检测 试剂 盒 ( 江 苏 科 铭 公司 ) ,按照 说 
明 书 提供 步骤 ,检测 简 萄 糖 与 海藻 糖 含 量 。 
1.4 ” 肾 期 海藻 糖 合 成 代谢 过 程 中 的 关键 酶 活力 测定 

分 别 从 1.2 节制 备 的 柑橘 大 实 蝇 每 个 样品 重复 
中 取 100 mg 样品 粉末 ,加 入 1 mL Tris-HCl (30 
mmol/L, pH 7.4) 和 1 mL PBS(15 mmol/L, pH 
6.0) 于 冰 水 浴 中 匀 浆 。 然 后 在 4% 12 000 g 条 件 下 
离心 5 min, 取 上 清 液 作 为 粗 酶 液 ,于 -80C 条 件 下 
保存 备用 。 利 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 法 计算 每 个 重复 中 
的 蛋白 浓度 。TPS 酶 活力 测定 参照 Guo 等 (2015 ) 
的 方法 进行 ,TPP 酶 活力 测定 参照 Klutts 等 (2003 ) 
的 方法 进行 ,Tre 酶 活力 用 海藻 糖 酶 试剂 盒 (江苏 
科 铭 公司 ) 检测 ,具体 操作 按说 明 书 提供 的 步骤 
进行 。 
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1.5 ” 肾 期 海藻 糖 合 成 代谢 过 程 中 的 关键 基因 表达 
量 测定 

分 别 从 1.2 节制 备 的 柑橘 大 实 蝇 每 个 样品 重复 
中 取 100 mg 样品 粉末 ,使 用 TRIzol 试剂 (Invitrogen 
公司 ) ,按照 说 明 书 步骤 提取 总 RNA。 随 后 使 用 核 
酸 蛋 白质 浓度 测定 仪 (NanoVue, GE Health Care 公 
司 ) 以 及 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 总 RNA 浓度 、 纯 
度 以 及 完整 度 。 检 验 合格 的 总 RNA 保存 于 - 80°C 
冰箱 备用 。 总 RNA 提取 完成 后 ,使 用 PrimeScript 
RT Master Mix (Perfect Real Time) 反 转 录 试 剂 盒 
(TaKaRa 公司 ) 合成 cDNA 第 1 链 。 从 Wang 等 

















(2016) 获取 的 转录 组 数据 中 ,筛选 出 TPS 基因 
(TPS) TPP 基因 (TPPB, TPPC-1 和 TPPC-2) 以 及 
Tre 基因 (7re-1 ) ,根据 基因 序列 设计 qPCR 特异 性 
引物 ( 表 1), 以 UBO 作为 内 参 基 因 ( 王 佳 等 ， 
2014) ,使 用 SYBR PrimeScript™ RT Master Mix 试剂 
@ (TaKaRa 公司 ) 以 上 述 柑橘 大 实 晶 样 品 cDNA 为 
模板 进行 qPCR 扩 增 ,每 个 样品 设置 技术 重复 3 次 ; 
PCR 反应 程序 : 94°C 预 变 性 20 s; 94°C 变性 5 s, 
60°C 延伸 30 s, 40 个 循环 。 每 次 反应 后 绘制 溶解 曲 
线 , 保 证 无 非特 异性 扩 增 。 基因 相对 表达 量 采用 
2 “法 进行 计算 。 








表 1 荧光 定量 PCR 特异 性 引物 
Table 1 Specific primers used for qPCR 








引物 引物 序列 (5 -37) 目的 基因 GenBank 登录 号 
Primers Primer sequences Target gene GenBank accession no. 

TPS-F GCTTCAGGACTCGGTCTGTC 

TPS GBEY01017574. 1 
TPS-R CTCGTCCCTTGTTCCATTGT 
TPPB-F GAAGGCCAAATTGATCGAAA 

TPPB GBEY01014215. 1 
TPPB-R TTGTCCCAATCAGCATCAAA 
TPPC-1-F GAAGCCGCATTGCTCATATT 

TPPC-1 GBITO1003490. 1 
TPPC-1-R CTACACGCTGGCATGCTAAA 
TPPC-2-F TGAAGGACCGATTTGGAGAC 

TPPC2 GBEY01018022. 1 
TPPC-2-R GAAATCGGCATAGGTCTGGA 
Tre-1-F AATTTGGCACCACTCTGGAC 

Tre-1 GBEY01015214. 1 
Tre-1-R GCCCACGATGAGCAGATATT 
UBQ-F TGATGCGTCCACGAATAG 

UBQ GBEY01000481. 1 
UBQ-R CGTTCAATATCGTCCACA 


1.6 注射 20E 对 肾 海 薄 糖 与 葡萄 糖 含 量 的 影响 


(one-way ANOVA) ) 和 Duncan 氏 检 验 对 自然 条 件 下 


EE 





将 20E AR (HPLC 级 ，Sigma 公司 ) 溶解 于 
10% 乙 醇 溶 液 中 ,配制 终 浓 度 为 1.0 pg/pL 的 20E 
溶液 。 在 柑橘 大 实 蝇 化 师 后 1 d 内 ,使 用 微 注射 仪 
(Nanoject II Auto-Nanoliter, Drummond 公司 ) 在 师 
的 尾部 背面 注射 1.0 pL 的 20E 溶液 以 避免 清 育 的 
发 生 (Wang et al., 2014b) ,同时 注射 10% 乙醇 作为 
对 照 滞 育 师 ,再 将 注射 后 的 师 埋 和 人 沙土 中 备用 。 在 
注射 20E 后 1 和 30 d, 分 别 选取 处 理 师 和 对 照 师 , 按 
照 1.2 -1.5 节 方 法 ,检测 师 体 内 海藻 糖 与 葡萄 糖 含 
量 、 关 键 酶 (TPS, TPP 和 Tre ) 活力 以 及 关键 酶 基因 
(TPS, TPPB, TPPC-1, TPPC-2 和 Te-1l) 的 表达 量 。 
每 个 处 理 设置 3 个 重复 。 

1.7 数据 分 析 
采用 IBM SPSS 22.0 软件 中 的 单 因素 方差 分 析 































































































前期 不 同时 间 点 的 糖 含 量 酶 活力 和 基因 表达 量 进 
行 显著 性 差异 分 析 (P <0.05), 20E 处 理 组 及 对 照 
组 的 差异 性 分 析 采 用 独立 样本 :检验 完成 (P < 
0.05). 
































2 结果 


2.1 肾 期 海藻 糖 与 葡萄 糖 含量 的 变化 

柑橘 大 实 蝇 师 体 内 的 海藻 糖 含量 在 师 期 存在 显 
著 性 变化 (已 ，=18.276,，P <0.01) ; HE Ai (30, 
60 和 90 HEFIN ) 体内 海藻 糖 含量 显著 高 于 清 育 前 
(1 日 龄 师 ) 和 清 育 后 晴 (120 和 150 日 龄 师 )( 图 1: A)。 
作为 海藻 糖 的 代谢 产物 ,葡萄糖 含 量 在 整个 师 期 没 
有 显著 性 变化 (Fs 1; =0.864, 已 >0.05)( 图 1: B), 
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2.2 晴 期 海藻 糖 合成 代谢 途径 中 的 关键 酶 活力 


变化 


柑橘 大 实 蝇 海棠 糖 合 成 代谢 途径 中 的 TPS, 


























化 师 后 逐渐 升 高 ,在 滞 育 期 达到 最 高 ,随后 维持 在 一 








个 较 高 水 平 ,直至 羽化 前 才 显 著 下 降 ( 图 1: C)。 

















TPP 和 Tre 酶 活力 均 在 肾 期 存在 显著 性 变化 (TPS: (图 1: D) 























F; =3.726, P <0.05; TPP: F,,, =5.111, P< 














TPP 在 师 期 不 同 阶段 的 酶 活力 变化 与 TPS 极为 相似 








o Tre 酶 活力 在 化 师 后 逐渐 升 高 ,在 清 育 




















期 达到 最 高 ,然后 显著 下 降 , 并 维持 在 一 个 较 低 水 























0.05; Tre: F; =4.457, P<0.01), TPS 酶 活力 在 。 平 ,直到 羽 
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图 1 柑橘 大 实 晶 师 期 海藻 糖 与 人 





aad Wee 





Bt (A -B) 以 及 海藻 糖 合 











化 前 才 显 车 上 升 (图 1: E), 











1 30 60 90 120 150 
AiG KA Days after pupation 


成 代谢 途径 中 关键 酶 活力 (C - E) A 





关键 基因 相对 表达 量 (F -了 的 变化 


Fig. 1 Change in the contents of trehalose and glucose ( A —B), the activities o 





key enzymes (C — E) and the relative expression 


levels of key genes (F —J) in the trehalose biosynthesis and catabolism pathway throughout the pupal stage of Bactrocera minax 
Jif BA Pre-diapause: 化 师 后 1 d (1 d after pupation) ; 滞 育 期 Diapause stage: 化 晴 后 30 


Post-diapause; 化 师 后 120 #11150 d (120 and 150 d after pupation). 图 中 数据 为 平均 值 + 标 


, 60 和 90 d (30, 60 and 90 d after pupation) ; ## Aa 

















误 (n=3) , 柱 上 不 同 字母 表示 经 Duncan 氏 检验 后 差异 











显著 (P <0.05). Data in the figure are mean + SE (n =3), and different letters above bars indicate significant difference by Duncan’ s test (P <0. 05). 
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2.3 晴 期 海藻 糖 合成 代谢 途径 中 的 关键 基因 表达 
量变 化 

柑橘 大 实 晶 海 莹 糖 合成 代谢 途径 中 的 关键 基因 
TPS, TPPC-1, TPPC-2 和 Tre-1 表达 量 均 在 师 期 存 
在 显著 性 变化 (7TPS: F; = 6. 930, P <0. 05; 
TPPC-1; F; =7.191, P <0.05; TPPC-2; Fs = 
98.496, P <0. 0l; Tre-l: F, = 13. 239, P < 
0.01), TPS, TPPC-1 和 TPPC-2 Rik HELA 
逐渐 升 高 Ei A WA A aA Bl ae fe KF , B 
渐 降 低 ( 图 1: F, H, 1) ;7re-l 表达 量 在 化 晴 后 逐渐 
升 高 ,在 清 育 早期 达到 最 高 水 平 , 随 后 显著 下 降 ,在 
成 虫 羽化 前 再 次 显著 升 高 (图 1: J)o TPPB 的 表达 
量 在 整个 肾 期 无 显著 变化 (Fs 1; =0.932, P >0.05) 
(图 1: G). 
2.4 ” 肾 期 注射 20E 对 海藻 糖 与 葡萄 糖 含量 的 影响 

注射 20E 后 1 d, 海 藻 糖 与 葡萄 糖 售 量 与 对 照 
组 相 比 无 显著 差异 (海藻 糖 : t=1.625, df=4, P> 
0.05; 葡萄 糖 : t=0.665, df=4, P >0.05) (图 2: 
A, B)。 注 射 后 30 d ,海藻 糖 含量 显著 高 于 对 照 组 
(t= -4.13, d=4, P<0.05)( 图 2: A) ;葡萄 糖 含 
量 则 显著 低 于 对 照 组 (! =3.221, df=4, P <0.05) 















































































































































( 图 2: B) o 
2.5 WRES 20E 对 海藻 糖 合成 代谢 途径 中 关键 
酶 活力 的 影响 


注射 20E 后 1 d,TPS, TPP 和 Tre 酶 活力 与 对 
上 照 组 也 无 显著 差异 (TPS: t= -0.316, df=4, P> 
0.05; TPP; t= -0.620, df=4, 已 >0.05; Tre; t= 
-0.204, df=4, P >0.05)( 图 2: C-E), 注射 后 
30 d,TPS 和 Tre 酶 活力 显著 低 于 对 照 组 (TPS: t= 
3.314, df=4, P<0.05; Tre; 1=3.261, df=4, P< 
0.05) (12: C, E); TPP 酶 活力 与 对 照 组 无 显著 差 
S(t = -1.141, df=4, P>0.05)( 图 2: D), 
2.6 晴 期 注射 20E 对 海藻 糖 合 成 代谢 途径 中 关键 
基因 表达 量 的 影响 

注射 20E 后 1 d, TPS, TPPC-2 和 Tre-1 的 表达 
量 与 对 照 组 无 显著 差异 (TPS: t= -0.553, df=4， 
P>0.05; TPPC-2; t = -1.606, df=4, P >0.05; 
Tre-1; t= -0. 646, df=4, P>0.05)( 图 2: F, I, 
J); TPPB 的 表达 量 显著 低 于 对 照 组 (t = 3. 207, 
df=4, P<0.05)( 图 2: G);7TPPC-1 的 表达 量 显著 
高 于 对 照 组 (1 = -6.974, df=4, P <0.05) (图 2: 
H)。 注 射 后 30 d, TPS 和 Tre-1 的 表达 量 显著 低 于 
对 照 组 (TPS. t =8. 836, df=4,P <0.05; Tre-1: t= 
4.208, df=4, P<0.05)( 图 2: F, J) ;7PPC-1 的 表 

















































































































达 量 显著 高 于 对 照 组 (1 = -7. 528, df =4, P< 
0.05) (12: H) ;TPPB 和 TPPC-2 的 表达 量 与 对 照 
组 无 显著 差异 ( TPPB: 1 =0.566, df=4, P >0.05; 
TPPC-2: t =0.838, df=4, P >0.05) (K2: G, I), 











3 讨论 








昆虫 通过 取 食 消化 吸收 的 葡萄 糖 会 在 脂肪 体 
内 迅速 通过 半 缩 醛 产 基 结 合 而 形成 海藻 糖 ,并 释放 
血 淋 巴 及 其 他 组 织 中 ,因此 ,海藻 糖 被 称 为 昆虫 的 
“血糖 ”, 在 昆虫 体内 发 挥 至 关 重 要 的 作用 
(Thompson，2003 ) 。 在 昆虫 海藻 糖 合 成 代谢 途径 
中 ,TPS, TPP 和 Tre 3 种 酶 具有 至 关 重 要 的 作用 。 
本 研究 在 整个 柑橘 大 实 蝇 师 期 内 对 这 3 种 酶 活力 以 
及 编码 这 3 种 酶 的 基因 表达 量 进行 了 检测 。 研 究 结 
果 表 明 , 合 成 海藻 糖 的 TPS 和 TPP 酶 活力 在 滞 育 期 
间 较 高 ,分解 海藻 糖 的 Tre 酶 活力 在 滞 育 期 和 兆 育 
后 较 低 , 且 相 关 基 因 的 表达 量 与 酶 活力 大 体 一 致 ,这 
导致 了 海藻 糖 在 滞 育 期 间 的 积累 。 而 整个 师 期 葡萄 
糖 的 含量 相对 稳定 ,表明 师 期 对 能 量 的 需求 可 能 
持 相 对 恒定 。 肾 期 临近 羽化 时 ,TPS 和 TPP 酶 活力 
显著 下 降 ,Tre 酶 活力 显著 上 升 ,相关 基因 表达 量 也 
呈现 相同 的 趋势 ,这 可 能 是 由 于 清 育 解除 后 ,能量 代 
谢 速 率 迅 速 回升 ,需要 分 解 大 量 的 海藻 糖 以 保证 正 
党 的 能 量 供应 。 男 外 ,羽化 前 也 需要 利用 Tre 分 解 
海藻 糖 以 合成 大 量 几 丁 质 ,从 而 保证 正常 的 变态 发 
育 (Chen et al., 2010; Shukla et al., 2015; Xiong et 
al., 2016; Zhao et al., 2016; Yang et al., 2017), 

de S POT) AI TA Be A R HI BS eR AIDT DY 
能 有 关 ,尤其 是 耐寒 性 。 海 菠 糖 可 以 作为 防冻 剂 BE 
低 体液 的 过 冷却 点 ,防止 体液 结 冰 ,或 者 将 结 冰 限制 
于 细胞 外 空间 ,从 而 保护 细胞 的 正常 功能 ,使 昆虫 避 
免 冻 害 (Fields et al., 1998; Thompson, 2003), H 
BU, Ze P BE EA E He SEA BJ ,体内 的 
海藻 糖 含量 与 非 滞 育 个 体 相 比 均 显著 上 升 ,如 葱 曙 
Delia antiqua Ce HA EAS air A ek tir A Ja, PR 
海藻 糖 含量 逐渐 上 升 (Nomura and Ishikawa, 2001) ; 
SERIIR Cydia pomonella 在 老 熟 幼虫 阶段 进入 灌 
育 , 休 内 海藻 糖 含量 显著 升 高 (Rozsypal et al., 
2013 ) 。 这 些 研究 结果 表明 ,海藻 糖 在 昆虫 清 育 期 
间 的 积累 可 能 是 一 种 普遍 现象 。 

人 为 解除 滞 育 往往 导致 昆虫 体内 海藻 糖 含量 的 
降低 ,如 棉铃 虫 H. armigera 在 清 育 期 间 注 射 滞 育 激 
素 后 , 滞 育 被 解除 ,其 体内 海藻 糖 浓度 随 之 急剧 下 降 
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图 2 注射 20E 对 柑橘 大 实 晶 师 体 内 海藻 糖 与 葡萄 糖 含量 (A - B) 以 及 海藻 糖 合成 代谢 途径 








影响 


Fig. 2 Effect of injection of 20E into pupae on the contents of trehalose and glucose (A -B) the activities of 


key enzymes (C - E) and the expression levels of key genes ( 


F - J) in the trehalose biosynthesis and 


catabolism pathway in Bactrocera minax 
以 注射 10% 乙醇 的 晴 作 为 对 照 。 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 (n = 3 ) , 柱 上 星 号 表示 注射 后 同一 时 间 对 照 与 处 理 间 经 独立 样本 检验 后 差异 显 


3 (P <0.05), Pupae injected with 10% ethanol were used as the control. Data in the figure are mean + SE (n=3), and asterisks above bars indicate 








关键 酶 活力 (C - E) All 





significant difference between the control and treatment at the same time after injection by independent samples t-test ( P <0.05). 


(Xu et al., 2009) UE eRe Sa I SALE. TESS 20E 后 1 d ,海藻 糖 和 和 葡萄 
联系 。 鉴 于 注射 外 源 脱皮 激素 20E 能 够 避免 柑橘 ” 糖 含 量 、 酶 (TPS, TPP 和 Tre) 活 力 以 及 TPS, TPPC- 
SAIN ACHE tit A (Wang et al., 2014b) ,本 研究 进 ”2 和 Tre-1 表达 量 均 无 显著 差异 ,这 可 能 是 由 于 外 源 
一 步 探索 了 人 为 获取 非 滞 育 晴 后 ,柑橘 大 实 晶 对 海 20E 在 1d 内 尚未 完全 发 挥 调控 作用 所 臻 。 注 射 后 
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30 d, TPS 表达 量 与 TPS 酶 活性 都 显著 下 降 。 由 于 
TPS 是 海藻 糖 合成 途径 中 的 限 速 酶 (Shi et al., 
2016) ,其 酶 活力 下 降 会 抑制 海藻 糖 的 合成 。 然 而 ， 
晴 体 内 海 菠 糖 的 含量 却 显 著 上 升 ,这 可 能 是 因为 
Tre 酶 活力 和 Tre-1 表达 量 显著 降低 ,减少 了 对 海藻 
糖 的 分 解 , 从 而 导致 海藻 糖 的 累积 ,以 及 葡萄 糖 合 量 
的 降低 。 该 结果 与 其 他 昆虫 的 研究 结果 相反 ,可 能 
是 因为 在 注射 后 30 d, 师 已 经 为 羽化 做 准备 ,需要 积 
累 大 量 的 海藻 糖 ,以 满足 羽化 时 的 几 丁 质 合成 以 及 
能 量 供应 。 后 续 人 研究 中 可 适当 增加 注射 20E 后 的 
检测 时 间 点 ,从 而 更 全 面 地 了 解 海藻 糖 在 非 滞 育 师 
中 的 动态 变化 过 程 及 其 与 清 育 的 相互 关系 。 值 得 注 
意 的 是 ,虽然 TPP 酶 活力 在 注射 20E 后 与 对 照相 比 
无 显著 变化 ,但 是 编码 TPP 的 TPPB 和 TPPC-1 表 
达 量 在 注射 20E 后 1 d 便 有 显著 变化 ,表明 这 两 个 
基因 对 20E 更 为 敏感 。 另 外 ,这 两 个 基因 的 调控 方 
向 相反 ,说 明 两 者 之 间 可 能 存在 一 定 的 互补 机 制 ,从 
而 保证 TPP 酶 活力 在 特定 情况 下 的 稳定 。 由 于 目 
前 对 昆虫 TPP 的 研究 仍 十 分 少见 (Tang et al., 
2018) ,不 同类 型 TPP 的 生理 机 制 以 及 相互 之 间 的 
内 在 联系 仍 不 明确 ,需要 进一步 深入 的 研究 。 
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